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Abstract
단백질 전달 시스템의 개발은, 단백질이 기초생물학과 다양한
질병 관련 치료학에 대한 유용한 도구로서 큰 잠재력을 지님에도
불구하고, 단백질 고유의 특성들로 인해 진전이 까다로운 분야이다.
그래서 mesoporous silica nanoparticle (MSN)을 이용하여 단백질의
변형이나 유기 용매의 사용 없이 수용액 상에서 단순히 입자와 단백질을
섞음으로서 쉽고 안전하게 complex를 형성하는 과정을 통해 다양한
단백질들을 세포 내로 효율적으로 전달하는 system을 개발하였다. 또한
MSN이 지닌 큰 기공은 단백질이 protease에 의해 분해되는 것으로부터
보호하는 효과가 있음을 증명하였다. 큰 단백질을 이용하여 이러한
결과들을 얻었음에 기초해, 우리의 시스템이 통상적인 세포 내 단백질
전달 도구에 잠재력을 지니고 있음을 제안한다.
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고분자 아미노산들로 구성된 단백질은 자연적으로 발생하는 고분자이며,
signaling, 생체변환 반응에서의 효소, 면역 체계에서의 항체 역할 등, 살
아있는 유기체에서 일어나는 생리적·생물학적인 모든 과정에서 핵심적인
역할을 수행한다.1,2 따라서 이러한 단백질의 기능을 밝혀내는 것은 분자
생물학이나 치료학 분야에서 이루어지는 주된 연구 주제이다. 실제로 대
부분의 질병들이 세포 내 단백질의 기능 변화에서 발생하므로, 살아있는
유기체 내 특정 세포나 조직에 활성을 유지한 상태로 전달하는 것은 생
체 의학에서 매우 중요한 연구 분야이며, 또한 가장 결정적이고 신뢰도
높은 결과를 얻어낼 수 있는 수단이기도 하다.3,14
이러한 단백질 전달 시스템을 발전시키기 위해 여러 시도가
이루어지고4-6 다양한 운반체들이 개발되었으며, 최근 많이 이용되어 온
나노 기술은 나노 물질 고유의 특성을 통해 운반 도중 분해되거나
변성되는 것으로부터 운반 물질을 보호할 수 있으리라 기대되어 세포 내
단백질 전달 분야에 이용되어 왔다.6-13 하지만 단백질이 가지고 있는
고유한 특성이 주요 장애물로 작용하여, 활성을 가진 단백질을 세포 내
세포질로 전달하는 범용적인 전달 운반체를 개발하는 연구는 항상
어려움을 겪어왔다.15
1.1.1 단백질 전달이 당면한 도전 과제
단백질이 치료제로서 가지고 있는 수많은 매력적인 특성들에도
불구하고, 단백질은 중요한 한계점들 또한 지니고 있으며, 그 한계점의
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대부분은 단백질 자체의 구조에서 기인한다. 단백질은 복잡하고 큰
구조를 지닌 분자들로서, 작은 분자량을 가지고 있는 다른 일반적인
약물들과 달리 2∼4차의 고차원적인 구조를 유지하고 있다. 그 구조에는
화학적으로 활성을 지닌 결합들과 곁가지 사슬들이 포함되어 있고, 이런
불안한 구조는 단백질이 가지는 활성과 긴밀하게 연관되어 있으므로
전달 시스템의 모든 단계에서 구조를 온전히 유지할 수 있어야 하며,
그렇지 않으면 단백질의 활성이나 면역력이 크게 떨어지거나 완전히
사라지게 된다. 그 예로 aggregate되어 구조가 변형된 human growth
hormone이나 insulin의 경우 그렇지 않은 형태에 비해 활성이 떨어짐이
밝혀졌으며,2,16 구조의 변형에 따른 이러한 영향은 단백질 전달 시스템을
설계하는 데 있어 상당한 장애물이 된다.2
이러한 구조적인 한계는 단백질의 세포 내 전달을 상당히
까다로운 주제로 만들게 된다. 일반적인 분자들은 덩치가 작으며
안정성이 높고 친유성기의 성질을 충분히 지니고 있기 때문에 정교한
전달 시스템 없이도 세포 내를 통과하여 원하는 목적지까지 가는 것이
가능한 반면, 단백질은 거대한 크기 뿐 아니라 그 고유의 특성들 -
친수성, 복잡한 구조, 다양한 표면 전하 등 - 로 인해 통상적인
시스템으로는 한계에 부딪히게 된다.
전달 과정 중 단백질이 생체 내에서 일으킬 수 있는 여러 화학
반응 역시 세포 내 전달을 어렵게 하는 주요 요소가 된다. Methionine의
경우 oxidation에 의해 그 활성을 잃어버리기 쉬우며,17 생체 내에서
일어날 수 있는 deamidation은 lysozyme의 촉매 활성과 ribonuclease의
활성에 영향을 끼치게 되는데,2,18 이러한 화학 반응들은 치료 목적으로
쓰이는 단백질들에서 흔히 일어날 수 있는 현상들이다.2
따라서 효율적으로 단백질을 전달하는 운반체가 되려면; 1)
로딩된 단백질의 효능이 유지되는지 2) 다양한 크기, 표면 전하, 그리고
형태를 가진 다양한 종류의 단백질에 적용 가능한지 3) 수용액 상에서
단백질 로딩이 용이한지 4) 운반체의 위치를 확인할 수 있는 imaging이
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가능한지 5) 큰 크기의 단백질을 로딩할 수 있으며 생체 내 여러
protease로부터의 분해를 보호할 수 있는지 등의 조건들을 만족해야
한다.
그림 1. 세포 내 단백질 전달을 위한 나노 운반체 제작에 관한 모식도.
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1.1.2 단백질의 세포 내 전달을 위한 나노 운반체
위에서 언급한 조건들 이외에도 운반체는 단백질 화물의 endolysosomal
escape을 도와줄 수 있어야 한다. 그림 2는 세포 내 단백질 화물을 지닌
전달체들의 일반적인 endocytic pathway process를 모식도로 나타낸
것이다. 단백질 화물이 cytosol, mitochondria, nucleus 등 목표하는
곳까지 성공적으로 도달하기 위해서는 거친 lysosomal한 조건에서
분해되지 않고 endosomal pathway를 탈출할 수 있어야 한다.14,19
그림 2. 단백질 화물을 지닌 전달체들의 일반적인 endocytic pathway process 모식도. (a) 단백질
전달체들의 세포 표면 흡착; (b) endocytosis를 통한 전달체들의 internalization; (c) 전달체들의
endosomal escape 또는 (d) lysosomal degradation; (e) 목표 단백질의 cytoplasm에서의 확산; (f)




최근 몇십 년간 나노 운반체를 기반으로 한 세포 내 단백질의
전달이 주목받아왔으며 밝은 전망을 보여주어 왔다. 이러한 운반체들이
주목받는 이유 중 하나는 생체 내 harsh한 환경에서 단백질이 분해되는
것을 보호하는 방어막의 역할을 해줄 수 있다는 점이다.14,21,22 나노
운반체는 proteolysis로부터 단백질을 보호하며 따라서 in vivo 조건에서
단백질의 활성을 최대로 유지하며 전달시킬 수 있고, 또한 나노 물질
고유의 특성인 높은 surface-to-volume ratio를 지니고 있어 약물의
pharmacokinetics를 개선시킬 수 있다.14,22
나노 운반체를 기반으로 한 전달 시스템의 또 다른 주요한
장점은 합성 과정에서의 control과 biocompatible한 화학적 변형을 통해
화학적·물리적 특성을 자유자재로 조절할 수 있다는 것이다.14,23,24 단백질
전달 시스템의 endolysosomal escape, stability의 최적화, target 특이성
등을 개선하기 위하여 크기, 표면 전하 등 입자가 지닌 주요한 특성들이
용이하게 조절될 수 있다.
그림 3과 표 1에 요약된 것처럼, 단백질 전달을 위한 나노
운반체로 liposome, solid lipid nanoparticle, polymeric nanocarrier,
inorganic nanoparticles/nanotubes, 단백질을 기반으로 한 운반체 등이
제작되고 사용되어 왔으며, 이러한 다양한 운반체들에 목표한 단백질
화물을 화학적 변형, 물리적 흡착 혹은 공유/비공유 캡슐화 등 각각
알맞은 전략들을 사용하여 loading하는 연구가 끊임없이 진행되어 왔다.
6
그림 3. (a) 단백질의 세포 내 전달에 쓰이는 다양한 유형의 나노 운반체들의 모식도. (b) 단
백질/나노 운반체 복합체를 준비하기 위한 세 가지의 주요 loading methods. 각각의 다른 나
노 운반체들은 “우주선”으로 표현되었다.
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표 1. 최근에 발표된 세포 내 단백질 전달을 위한 나노 운반체들 요약.
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그 중에서도 최근에는 높은 광학적 흡광도와 NIR
photoluminescence를 지니고 있어 imaging에 광학적 tag로 사용 가능한
single-walled carbon nanotube (SWNT), 뛰어난 열적 안정성과 좁고
대칭적인 emission spectrum을 지녀 형광 probe로 쓰이는 quantum dots
(QDs)31, 표면 개질이 용이할 뿐 아니라 고유의 분광학적 특성을 지녀
β-galactosidase의 전달에도 쓰인 바 있는28 gold nanoparticle (그림 4),
대량 생산이 가능하고 표면 개질과 넓은 표면적, 높은 pore volume을
지녀 controlled release에 많이 사용되는 MSN 등의 inorganic한 나노
운반체들이 많이 쓰여 왔다.
그림 4. Rotello와 동료들이 개발한, gold nanoparticle을 이용한 세포 내 단백질 전달 시스템.
(a) 세포 내 전달 과정의 모식도. (b) ligand가 붙은 나노 입자의 구조. (c) (i) HeLa cell과
native한 b-galactosidase (b-Gal); (ii) HeLa cell과 gold nanoparticles/b-Gal (100 nM/50 nM)
(iii) C2C12 cell과 gold nanoparticles/b-galactosidase (100 nM/50 nM) 세 sample에
transfection 후 X-gal 염색을 진행한 결과.14
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1.2 Mesoporous Silica Nanoparticle
위에 언급한 다양한 운반체들 중, 1992년 계면 활성제롤 기반으로 하여
mesoporous silica 물질을 합성하는 방법이 발견된 이후로29 mesoporous
silica microsphere과 nanosphere의 형태를 거쳐 탄생한 mesoporous
silica nanoparticle (MSN)은, 넓은 표면적, 뛰어난 생체 적합성, 대량
생산의 용이성, 쉬운 표면 개질, 생산 공정에서의 구조적 안정성 등의
많은 장점들로 인해, 2001년 MCM-41 type MSN이 처음 약물 전달
시스템에 활용된 이후30 다양한 약물을 생체 내로 전달하는 데 사용되어
왔다 (그림 5).
그림 5. 약물 (ibuprofen, doxorubicin, docetaxel), 치료 유전자 (plasmid DNA, antisense
oligonucleotides, siRNA), 치료 단백질/peptide (cytochrome C와 peptide)를 포함한 다양
한 치료제를 위한 다용도의 약물 전달 시스템 개발에 활용되는 MSN.
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특히 입자가 가진 다공성은 스마트한 약물 전달 시스템에
매력적인 특성들을 가지고 있다는 것이 증명되었으며, 약물 전달
시스템의 효율을 높이기 위해 gatekeeping concept (그림 6)와 다양한
controlled release 전략이 활용되기도 하였다.
그림 6. guest 분자들이 loading되었으며 끝은 일반적인 gatekeeper로 봉해진 MSN의 모
식도29
이렇듯 다양한 약물뿐 아니라 단백질들의 전달에도 이용되어 온
실리카 입자는, 그러나 기공의 크기로 인해 큰 단백질을 전달하는 데
제약이 있어서 기공이 확장된 MSN의 필요성이 대두되고 있으며,
기존에 발표된 MSN의 기공 확장 방법은 재현성이 떨어지는 한계를
보여서, 이에 우리의 전 논문에서는 큰 기공을 가진 MSN을 용이하게
대량 생산할 수 있음을 증명하였다.26,27
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그래서 우리는 기공 확장된 MSN을 기반으로 하여 효율적으로
단백질을 전달하는 시스템에 대해 보고한다 (그림 7). 넓은 기공을 가진
MSN은 위의 조건을 모두 충족하여 단백질 전달 시스템을 개발하는 데
있어 잠재력을 갖추고 있음을 보이는 데 이용되었다. 넓은 기공이 큰
단백질의 전달에 있어 로딩 용량과 보호 능률을 증가시킬 수 있다고
기대되어, 사이즈가 큰 단백질을 대상으로 실험을 진행하였다.





Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) 은 Acros (New Jersey,
USA)에서 구입하였다. Ethanol은 Merck (Darmstadt, Germany)에서 구
입하였다. 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES), tetramethyl
orthosilicate (TMOS), toluene, dimethylsulfoxide (DMSO), mesitylene
(trimethyl benzene, TMB)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)에서 구입
하였다. β-galactosidase는 Sigma (St. Louis, USA)에서 구입하였다.
Sodium hydroxide는 Junsei Chemical Co. (Tokyo, Japan)에서 구입하였
다. 모든 시약들은 별도의 정제 없이 사용하였다. DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium), FBS (fetal bovine serum), PBS (pH 7.4)는
WelGENE Inc. (Daegu, Korea)에서 구입하였다. CCK-8 (Cell Counting
Kit-8)은 Dojindo Molecular Technologies, Inc. (Rockville, USA)에서
구입하였다.
2.2 기공 확장된 MSN-NH2와 MSN-OH (silanol)의
합성
MSN은 전에 발표된 논문27에 따라 합성되었다. 합성된 입자는 140℃,
hydrothermal한 조건에서 100시간 동안 mesitylene으로 처리되었다. 혼
합물은 상온에서 냉각되었고, 가루 형태로 얻기 위해 충분한 양의
ethanol로 washing하여 filtering하였다. Template 추출은 2 M의
ethanolic 염산 수용액에서 autoclave, 140℃, overnight 조건에서 행해졌
다. 결과물은 ethanol로 충분히 filter되고 wash되었다. 건조된 powder
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(100 mg)은 10 mL의 toluene에 분산된 후 aminopropyltriethoxysilane
(APTES, 0.5 mL)을 가하였다. 혼합물은 overnight으로 reflux되었고,
filter된 후 충분한 양의 물과 ethanol로 wash되었다. 정제된 백색의
powder (50 mg)는 1 mL의 DMSO에 분산되었고, DMSO에 녹인
TAMRA 수용액 (2.5 mg/mL)의 DMSO stock에 20 μL의 TAMRA 수
용액이 분산된 용액에 가해졌다. 혼합물은 overnight으로 반응되었고, 원
심분리된 후 supernatant가 제거되었다. Pellet은 ethanol과 물에 다시 분
산된 후, 원심분리와 재분산의 과정이 10번 이상 반복되었다. Silanol기
가 끝에 달린 입자는 추출 뒤 사용되었다. 건조된 가루는 다음의 사용을
위해 10 mg/mL의 농도로 물에 분산되었다. ExMSN-NH2와
ExMSN-OH의 zeta potential 값은 Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK)를 이용해 측정되었다.
2.3 기공 확장된 MSN의 특성 결정 (characterization)
질소 흡착 등온곡선은 volumetric Micromeritics Tristar-II instrument를
사용하여 77 K의 액체질소 온도에서 얻었다. 측정 전에, 샘플은 573K에
서 12시간 동안 degas되었다. 특정 표면적은 압력 범위 P/P0 = 0.1∼0.3
에서 얻어진 흡착 데이터를 사용하여 Brunauer-Emmett-Teller (BET)
방정식을 사용하여 계산하였으며, 기공의 크기 분포는 BJH 방정식을 이
용하여 계산하였다. 투과형 전자 현미경 (TEM) 관찰은 120 kV에서
LIBRA 120 (Carl Zeiss, German)를 사용하여 진행하였다.
2.4 입자 내 단백질의 로딩 방법
β-galactosidase는 PBS에서 amine이 끝에 달린 MSN에 loading한 뒤
4℃에서 1시간 동안 incubate하였다. β-galactosidase가 loading된 정도
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는 입자 1 mg 당 125 μg이다.
2.5 Cell culture
HeLa (Human cervical cancer cell line) cell은 4.5 g/L D-glucose를 함
유한 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)에서 culture하였으
며 10%의 fetal bovine serum (FBS), 100 units/mL의 penicillin 그리고
100 g/mL의 streptomycin을 추가하였다. 세포들은 37℃, 5% CO2 조건
에서 습도가 유지되는 incubator에서 유지하였다.
2.6 세포 독성 assay (CCK-8 assay)
물질의 세포 독성은 CCK-8 assay를 이용해서 입자를 처리한 뒤 HeLa
cell의 viability를 검사하는 방법으로 측정하였다. HeLa cell은 입자 처리
전에 96-well cell culture plate에서 well당 1x10
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개 농도로 24시간 동안
seed하였다. 24시간의 incubation 후, cell들은 amine과 silanol이 끝에 달
린 두 종류의 입자들을 사용하여 다양한 농도로 처리하였으며, control
cell은 같은 volume의 PBS로 처리하였다. 24시간 후 media를 제거하였
고, 100 μl의 serum-free media와 10 μl의 CCK-8 용액을 각 well마다
가하였다. Cell들은 2시간 동안 incubate하였다. Formazan salt의 450
nm에서의 흡광도는 microplate reader (Molecular Devices, Inc., USA)
를 이용하여 측정하였으며, media의 기본 흡광도 값을 감하였다. 실험은
세 번 반복하여 수행하였으며, data는 mean±SEM 으로 정리하였다.
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3. Result and Discussion
우리는 기존의 방법인 CTAB을 template로 하여 NaOH 조건에서
합성하는 방법을 통해 균일한 사이즈 분포를 갖는 MSN을 합성한 후
(MSN2)32, trimethylbenzene (TMB)를 swelling agent로 처리한 다음
수열반응을 통해 기공의 크기가 25 nm 보다 넓도록 확장하였으며,
합성된 입자 (Ex-MSN) 와 기공을 확장하지 않은 입자를 질소흡착
실험을 통하여 특성을 비교하였다 (표 2).
Mean pore size (nm) BET surface area (m2/g) Pore volume (mL/g)
MSN2 2.1 1337 0.69
Ex-MSN 25-30 388 1.47
표 2. 질소 흡착을 통해 확인한 MSN의 특성
기공을 확장하기 전의 MSN2 입자에 비해 기공 확장한
Ex-MSN은 pore size가 크게 넓어진 것을 확인할 수 있으며, 표면적은
줄어들고 pore volume이 넓어졌음을 확인할 수 있었다. 비록 표면적이
줄었으나, 단백질과 같은 크기가 큰 약물을 loading하는 경우 유효한 표
면적이 넓어진 것이라고 할 수 있다. 이러한 합성법을 통해 기존의 다른
연구들에서 보고된 바와 같은 surfactant나 고분자 등을 사용하지 않고
재현성이 높으며 입자 사이즈 분포가 좁은 입자를 큰 스케일로 합성할
수 있었다.
TEM 이미지를 통해 통상적인 방법으로 합성된 MSN2에 비해
넓어진 기공의 크기를 확인할 수 있다 (그림 8).
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그림 8. 합성된 입자의 TEM 이미지 a) 기존의 방법으로 합성된 다공성 실리카 나노 입
자 b) 기공 확장된 실리카 나노 입자
입자의 표면은 표면 전하를 다르게 하여 (+) charge를 갖도록
아민 작용기로 변형하거나 (-) charge를 갖도록 silanol기로 변형하여
사용하였으며, 아민 작용기로 변형된 입자는 aminopropyltriethoxy silane
(APTES) 를 열처리 후 세포 내 이미지를 확인하기 위해 NHS
activated TAMRA를 도입하였다. MSN의 표면 개질은 silane
coupling을 통해 손쉽게 진행할 수 있기 때문에, 표면 반응을 수행할 때
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큰 장점을 지닌다. 합성된 입자들의 zeta potential 값은 기대대로 각각
+17.8 mV와 -18.2 mV로 측정되어 원하는 표면 개질이 성공적으로
진행되었음을 알 수 있었다. 또한 약물 전달 시스템으로 적용하기 위해
세포 내 독성을 확인해 보았다. CCK-8 assay를 통해 320 μg/ml 까지
처리해 보았을 때, 일반적으로 사용되는 농도의 범위에서 두 입자 모두
특정할 만한 독성을 보이지 않았다 (그림 9).
그림 9. CCK-8 assay를 통한 합성된 입자들의 세포 독성 테스트 결과.
다음으로는 합성된 입자의 잠재력을 보기 위해 큰 단백질을
효율적으로 전달하는지, 그리고 잘 보호하는지를 조사하였으며, 큰
단백질의 후보로는 β-galactosidase를 선택하였다. β-galactosidase는
일반적인 drug에 비해 훨씬 큰 사이즈 (465 kDa, 17.5 nm x 13.5 nm x
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9 nm) 를 가지고 있으며 staining이 가능하여 세포 내에서의 관찰이
가능하고 activity assay가 용이하므로 model protein으로 많이 쓰이며,
β-galactosidase의 pI 값 (=4.6) 에 비해 일반적인 생체 내 조건의 pH
값 (=7.4)이 높아 (-) charge를 띠고 있기 때문에 amine기로 변형된 (+)
charge를 가진 입자와 electrostatic interaction을 통해 쉽게 conjugate될
수 있으리라 생각되어 선택하게 되었다. β-galactosidase는 기공 확장된
MSN에 간단한 mixing 후 incubation을 통해 쉽게 loading할 수
있었으며, loading capacity는 입자 1 mg당 125 μg의 단백질이
loading되는 것으로 계산되었다.
세포 도입을 보기 위해 β-galactosidase가 loading된, amine
작용기로 변형된 입자를 HeLa cell에 처리하였으며, 세포 내로 도입된
β-galactosidase를 관찰하기 위해 세포들을 X-gal
(5-bromo-4-chloro-indolyl-β-D-galactopyranoside) 로 염색하였다.
X-gal은 효소가 매개하는 가수분해 반응에 의해 불용성의 푸른
화합물로 변하게 되므로, (그림 10.) 세포 내로 전달된 β-galactosidase의
활성을 알아보는 데 유용한 실험이다.
그림 10. β-galactosidase가 매개하는 X-gal staining의 원리.
그림 12a 에서 β-galactosidase가 거의 모든 세포 내에 고르게 관찰되는
것을 보아 세포 내 도입이 잘 이루어짐을 알 수 있으며,
β-galactosidase의 농도가 증가할수록 푸른 색의 정도가 점점 짙어지는
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것을 통해 단백질의 세포 내 도입과 β-galactosidase의 enzymatic
performance가 농도에 비례하여 효율적으로 일어남을 알 수 있다.
다음으로 세포의 lysate을 이용한 ONPG assay를 통해
β-galactosidase의 세포 내 활성을 측정하였다. ONPG
(o-nitrophenyl-ß-D-galactoside) 역시 X-gal과 비슷하게 효소가
매개하는 가수분해 반응을 통하여 노란 색의 o-nitrophenol (ONP) 로
변하게 되므로, (그림 11.) o-nitrophenol이 420 nm에서 나타내는
흡광도를 측정하여 β-galactosidase의 활성 정도를 알아낼 수 있다.
그림 11. β-galactosidase가 매개하는 ONPG assay의 원리.
그 결과 MSN의 존재가 naked protein과 비교하였을 때
activity에 영향을 주지 않음을 알 수 있었으며, 세포의 lysate에서도
농도에 비례하여 activity가 잘 유지되는 것으로 보아 β-galactosidase의
큰 size에도 불구하고 세포막을 잘 통과하여 세포 내 도입이 잘
이루어졌음이 관찰된 반면, naked protein의 경우 전의 결과와
마찬가지로 세포막을 통과할 수 없음을 알 수 있었다. 따라서 단백질
자체로는 세포 내 도입이 불가능한 반면, 기공 확장된 MSN에
loading시켰을 경우 loading된 단백질의 activity가 유지될 뿐 아니라
효율적인 세포 내 도입을 통해 세포 내에서도 농도에 비례하여
activity를 나타내는 것을 확인함으로서 효율적인 β-galactosidase 전달
시스템으로 작용함을 알 수 있었다.(그림 12b).
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단백질 치료학에서 다루어지는 주요 이슈 중 하나는 세포 안과
밖의 위험한 환경에 의해 단백질의 분해나 변성이 일어나 그 기능이
손실되는 것을 어떻게 줄이느냐이다. 기공 구조는 단백질을 기공 안에
보호함으로서 이러한 문제들을 극복하는 데 장점을 가지고 있다. 단백질
보호에 큰 기공이 가지는 이점을 증명하기 위해 β-galactosidase를 1)
naked protein 2) 기존 방법으로 합성된 실리카 나노 입자에 loading 3)
기공 확장된 MSN에 loading 후, 세 가지 형태의 물질에
chymotrypsin을 처리하여 β-galactosidase의 활성을 비교하였다. 그
결과로 오로지 기공 확장된 MSN에 loading된 단백질만이 활성을 어느
정도 유지함을 관찰하였으며 (그림 12c), 작은 크기 (2 nm)의 기공을
가진 MSN은 naked의 단백질과 같이 낮은 보호 효과를 보였다. 큰
사이즈 (465 kDa 분자량, 17.5 nm x 13.5 nm x 9 nm) 단백질의 세포
내 효율적인 전달과 단백질 분해 효소의 존재 하에서 loading된
단백질의 보호 효과를 증명하였으며, 이로 인해 우리는 확장된 기공을
가진 MSN이 β-galactosidase의 전달에 중요한 잠재력을 가지고 있음을
결론지을 수 있었다.
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그림 12. β-galactosidase의 분해 효소에 대한 보호 효과와 전달 효율. a), b) HeLa 세포 내로
의 β-galactosidase 전달 : a) β-galactosidase의 효율적인 도입을 X-gal 염색법으로 확인 b) β
-galactosidase 처리 후 세포 lysate를 ONPG assay로 확인. c) 분해 효소 (chymotrypsin) 처리
후 입자의 단백질 보호 효과 관찰
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4. Conclusion
결론적으로, β-galactosidase의 delivery를 통해 우리는 기공을 확장한
MSN이 기존의 MSN과 비교하여 큰 사이즈의 단백질을 더욱
효율적으로 전달할 수 있음을 증명하였으며, 무엇보다도 입자의 큰
기공이 큰 사이즈의 단백질의 보호 효과에 뛰어나다는 것 역시
증명하였다. 또한 단백질을 loading한 입자가 효과적으로 세포 내에
도입, 세포 내에서의 release 역시 효과적으로 이루어짐을 보였으며,
loading된 단백질의 activity가 세포 내에서도 유지됨을 증명하였다. 이
결과들은 기공 확장된 실리카 나노 입자가 단백질 전달체로서 큰
잠재력을 가지고 있다는 것을 보여준다. 단백질들은 고유의 크기와 표면
전하 등의 특성들로 인해 유전자와는 달리 일반적인 전달체를 만드는 데
어려움이 있었지만, 우리는 기공 확장된 실리카 나노 입자를 단백질
전달 시스템에 적용시킬 수 있음을 보였으며, 가까운 미래에 입자의
특성을 변환시켜 다양한 단백질의 delivery에 적용해 보고, 입자에 대한
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The development of functional protein delivery system is challenging 
because of the nature of proteins despite its great potentials for useful tool 
in fundamental biology and therapeutics in various diseases. Here it is 
demonstrated that mesoporous silica nanoparticle (MSN) could serve as an 
efficient intracellular delivery system for various proteins through easy and 
safe complex formation step requiring simple mixing of nanoparticles and 
proteins in aqueous condition without any modification of proteins and 
involvement of organic solvents. Also large pore allowed the protection of 
cargo from being degraded by protease. Based on results for proteins 
possessing various properties, it is suggested that our system could provide 
potentials to be a universal intracellular protein delivery tools.
Keywords : protein delivery, nanocarrier, intracellular delivery, mesoporous 
silica nanoparticle
